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                Ⅰ 要約 
 
背景 
浸潤性小葉癌(Invasive lobular carcinoma:ILC)は浸潤性乳癌のなかで浸潤
性乳管癌(Invasive ductal carcinoma:IDC)に次ぐ頻度で全乳癌の 5-7％を占め、
日本女性の癌罹患数としては食道癌や白血病よりも多い。しかし、その罹患者
数にも関わらず基礎研究は少なく、生物学特徴は明らかではない。現在の乳癌
治療は基本的に IDCに対する基礎および臨床研究に基づいており、4種類に分類
されたサブタイプ別にオーダーメイド医療が行われている。ILCはホルモン受容
体陽性率が高く、Luminal A-like に分類されることが多く、同じサブタイプの
Luminal A-like IDC と同様のホルモン療法が行われている。エストロゲンは
estronesulfate(E1s)から estrone(E1)を経て、活性化されたエストロゲンホル
モンである estradiol(E2)、または androstenedione から E2 となり、腫瘍細胞
内の核内エストロゲン受容体(estrogen receptor:ER)に結合し、転写因子とし
て働き、乳癌の発生、分化、進展において非常に重要な役割を果たすと言われ
ている。しかし、ILC におけるこの役割は研究されておらず不明である。この役
割を明らかにすることで、IDC と同様に扱われ治療されている ILC に対しても、
その生物学的特徴による独自の治療戦略を立てることができる。 
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目的 
 ILCの多くを占める Luminal A-like ILCと同じサブタイプの Luminal A-like 
IDCについてエストロゲン合成系酵素、代謝系酵素および局所エストロゲン濃度
について比較検討を行うこと。また Luminal A-like ILC と Luminal A-like IDC
の 2 群間でエストロゲン誘導遺伝子を比較し、Luminal A-like ILC におけるエ
ストロゲン環境の特異性を明らかにすることを目的とした。 
 
対象と方法 
Luminal A-like ILC;164 例と Luminal A-like IDC;58 例を対象として、免疫
組織学的手法を用いてエストロゲン合成系酵素、代謝系酵素(STS: Steroid 
sulfatase, EST: Estrogen sulfotransferase,17βHSD-1：17β-hydroxysteroid 
dehydrogenase type 1, 17βHSD-2： 17β-hydroxysteroid dehydrogenase type- 
2,aromatase)の発現を比較した。次に Luminal A-like ILC5 例の局所のエスト
ロゲン濃度(E1,E2)を測定し、Luminal A-like IDC8例と比較した。さらに Luminal 
A-like ILC 5例、Luminal A-like IDC 5例のエストロゲン誘導遺伝子群につい
て PCR アレイ解析を行った。mRNA 発現が有意に亢進していた FOXP1 について
Luminal A-like ILC 47例、Luminal A-like IDC 58例にて免疫組織学的検討
を行った。 
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結果 
免疫染色の結果から Luminal A-like ILCでは Luminal A-like IDCと異なり、
aromatas の陽性率は有意に高かったが、エストロゲン合成系酵素(STS,17β
HSD-1)の陽性率は低く、エストロゲン代謝系酵素(EST,17βHSD-2)の陽性率は有
意に高値だった。局所のエストロゲン濃度も Luminal A-like ILCにて概ね低値
となった。PCR アレイの結果は、Luminal A-like ILC におけるエストロゲン誘
導遺伝子は、Luminal A-like IDC と比べ発現が抑えられている傾向を認めた。
mRNA発現量が亢進していた FOXP1について免疫染色を行ったが、Luminal A-like 
ILCにて FOXP1の陽性症例が多い結果であった。 
 
考察 
Luminal A-like ILCではエストロゲン合成系酵素である aromatase の陽性率
が高いにも関わらず、代謝系酵素である EST,17βHSD-2 の働きにより、局所の
エストロゲン濃度は低く抑えられている可能性が考えられた。また、エストロ
ゲン誘導遺伝子群の発現においても Luminal A-like ILCでは IDCと比べ、その
発現が抑制されている傾向を認める一方で、FOXP1は発現が亢進していた。タモ
キシフェン治療患者の検討から、FOXP1の発現は術後 5年における無再発生存期
間と正の相関を示すことが知られており、Luminal A-like ILC 患者は閉経後の
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ホルモン治療としてタモキシフェンの使用が有用である可能性が示唆された。
以上のことは ILCにおけるエストロゲン作用を知る上で重要であり、ILCにおけ
るホルモン治療の薬剤選択に重要になると考えられる。 
 
結論  
Luminal A-like ILC ではエストロゲン合成系酵素、代謝系酵素のタンパク陽
性率が Luminal A-like IDCと異なっており、局所のエストロゲン濃度も抑制さ
れていた。エストロゲン誘導遺伝子の発現傾向も異なっていることから Luminal 
A-like ILC は IDC とは異なるホルモン環境にあることが判明した。ILC と IDC
で乳癌サブタイプをそろえた上でのエストロゲン合成系酵素、代謝系酵素およ
びその誘導遺伝子に関する比較検討は本研究が初めてである。 
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 Ⅱ 研究背景 
 
    現在日本人女性の乳癌生涯罹患率は約 8％で、12人に 1人が罹患し、
部位別罹患率は 1位とされている。ILCは、浸潤性乳癌のなかで IDCにつぐ頻度
で全乳癌の約 5-7％を占め、海外では 10-15％を占めると報告されており(1) 
(2-6)、生活習慣の欧米化の影響などから現在も増加傾向である(1, 7-11)。ILC
の臨床的な特徴としては多発発生、対側発生が多く、骨、腹腔内転移、卵巣転
移が多いとされている。また IDC と比べ、高齢者に多く、画像診断が困難なた
め発見時に腫瘍径大きくなる傾向があるとされている(5, 12, 14, 16)。ILC の
病理学的特徴としては、小型の癌細胞が個細胞状～索状に間質に浸潤し、病期
の進行に伴い充実性の胞巣を形成することもあるが、腺腔形成することは稀で
ある。ER や PgR の陽性率が高く、ホルモン受容体陽性乳癌が IDC と比べて高い
のに対して、HER2 の陽性率は低く、癌の腫瘍増殖マーカーの一つである Ki-67
は IDCと比べ低値という報告が多い(5, 13, 15-19)。 
抗エストロゲン剤とアロマターゼ阻害剤はホルモン受容体陽性乳癌の治療に
おいて、その有効性が証明されているホルモン療法剤である。いずれの薬剤も
乳房内でのエストロゲン作用を低下させることで乳癌細胞増殖を抑える働きが
ある。ホルモン受容体陽性の閉経後乳癌患者に対しては過去のいくつかの大規
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模臨床試験の結果から、抗エストロゲン剤と比べて、アロマターゼ阻害剤の方
が乳癌再発に対して強い抑制効果を示し、その結果から治療ガイドラインでは
ホルモン受容体陽性乳癌の閉経前の女性に対しては抗エストロゲン剤を、閉経
後の女性に対してはアロマターゼ阻害剤の使用が推奨されている(20) (21)。大
規模第Ⅲ相臨床試験 Breast International Group(BIG)1-98でも、閉経後ホル
モン受容体陽性乳癌のホルモン治療には抗エストロゲン剤であるタモキシフェ
ンよりも、アロマターゼ阻害剤が有効であることが報告されている。しかしな
がらその治療の有効性は腫瘍組織中のエストロゲン受容体 ERやヒト上皮増殖因
子受容体 2(human epidermal growth factor receptor type 2:HER2)陽性の有無、
または腫瘍増殖マーカーである Ki-67の値に相関があることが報告されている
(21) (22) (23)。また BIG 1-98のサブ解析で、組織学的サブタイプの中でも IDC
と ILCではアロマターゼ阻害剤の有効性が異なることが報告されている(24)。
また BIG1-98同様に、閉経後ホルモン受容体陽性乳癌を対象に抗エストロゲン
剤とアロマターゼ阻害剤の比較を行った大規模第Ⅲ相臨床試験
ABCSG-8(Austrian Breast and Colorectal Study Group-8のサブ解析では、 
遺伝子発現解析に基づく乳癌サブタイプ(Luminal A-likeまたは Luminal 
B-like)、組織学的サブタイプ(IDCまたは ILC)によって抗エストロゲン剤に対
するアロマターゼ阻害剤の有効性が異なることが報告された。特に Luminal 
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A-like IDCにおいては抗エストロゲン剤に対するアロマターゼ阻害剤の有効性
が認められるのに対して、Luminal A-like ILCでは両薬剤は同等の効果であり
アロマターゼ阻害剤の優越性は認められなかった (5)。 
化学療法と比べ、ホルモン療法はその副作用が少ないことが知られているが、
アロマターゼ阻害剤では重篤な副作用として心臓発作やその他の心血管系障害、
骨粗鬆症や肝機能障害が報告されており、タモキシフェンではホットフラッシ
ュ、血栓症、子宮内膜癌や膣出血が生じることが知られている(25) (26) (27) 
(28) (29)。このように少なからずホルモン療法でも副作用を生じることから薬
剤の適切な使い分けは重要であり、また上述のように組織学的サブタイプ・遺
伝子発現解析に基づく乳癌サブタイプによって抗エストロゲン剤とアロマター
ゼ阻害剤の効果が異なる可能性があることからも、ILCにおいてその生物学的特
徴、特に全く明らかとなっていないホルモン環境の解明が重要である。 
エストロゲン受容体陽性乳癌では、血管内の E1s は局所にて STS、さらに 17
βHSD-1 により活性化されたエストロゲンホルモンである E2 に変換され、核内
受容体である ERに作用することで癌の増殖, 浸潤などの作用を示す(30)。また
17βHSD2 や EST により代謝され不活化される(31, 32)。この経路以外にも
androstenedione の経路から aromatase により E2 に変換される経路がある（図
1）(32) (30, 33, 34)。これらのエストロゲン合成系および代謝系酵素
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(STS,EST,17βHSD-1,17βHSD-2,aromatase)に関する研究はいずれも IDCを対象
に行われたものであり、すでに STS 合成阻害剤など臨床に結びつく薬剤の開発
も進んでいる。しかしながら、ILCにおけるエストロゲン合成系酵素、代謝系酵
素についての報告はわずかであり、過去に詳細な検討はされていない(35) (36) 
(37)。 
遺伝子発現解析に基づく乳癌の基礎研究で Luminal A, Luminal B,HER2 
overexpression, Basaltypeの 4種類の乳癌サブタイプが存在することが報告さ
れた(38) (39) (40)。これらのサブタイプは予後が大きく異なり、それぞれの
サブタイプに適した薬剤選択を行うことが推奨されている。しかし実臨床では
症例一人一人に対して遺伝子解析を行うことは困難であり、膨大な費用が掛か
ることから、実際には簡便な免疫染色を用いてサブタイプをサロゲートし、治
療方針を決定することが推奨されてきた(41) (42) (43) (44) (45)。それによ
り乳癌サブタイプは Luminal A-like, Luminal B-like,HER2 positive, Basal- 
like の 4 種類とされた。その後、免疫染色と遺伝子解析によるサブタイプの分
類では一致しない部分も徐々に明らかになり、それを補正する目的で免疫染色
によるサブタイプ分類も少しずつ改定されてきた。乳癌初期治療の指針を討議
する国際的なコンセンサス会議である 2013 年のザンクトガレン国際会議では、
サブタイプ分類にプロゲステロン受容体(Progesterone receptor: PgR)の新た
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なカットオフ値と Ki-67 のカットオフ値が 14％とされ、より遺伝子解析発現に
近似したサブタイプ分類となっている(46, 47) (48)（表 1）。しかしながら Ki-67
に関しては、施設間で抗体が異なることも多く、また統一した陽性細胞数のカ
ウント法、つまり標準化した測定方法がないため、現在も論争の的である。 
ILC の殆どはホルモン受容体陽性で、HER2 受容体が陰性かつ Ki-67 が低値な
ため、Luminal A-like として扱われ、その治療は IDC を対象とした基礎研究お
よび臨床研究の結果に基づき、Luminal A-like IDC と同様にホルモン治療を主
体として行われている。しかし ILC のホルモン環境が IDC と異なる可能性があ
り、ILCに対する現治療が適切かは不明である。過去には IDCと ILCの予後に関
する報告や臨床病理学的因子を比較した研究は散見されるが(49) (5)、そのホル
モン環境に言及した報告はなく、ILCのオーダーメイド治療を確立するためにも、
ILCのホルモン環境を明らかにする必要性が求められている。 
 本研究では、ILCの治療ターゲットであるエストロゲンホルモンに着目し、そ
のホルモン環境を明らかにすることを目的に、エストロゲン合成系および代謝
系酵素（STS,EST,17βHSD-1,17βHSD-2,aromatase）について Luminal A-like
タイプを対象に IDC と比較検討を行った。さらに腫瘍局所のエストロゲン濃度
の測定を行った。エストロゲン誘導遺伝子群についても Luminal A-like IDCと
Luminal A-like ILC で遺伝子の発現を比較した。このように ILC のエストロゲ
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ンホルモン環境を明らかにすることは、ILCの治療がホルモン療法を主体にする
ことから今後の治療戦略の大きな一助となる可能性がある。ILCのエストロゲン
合成系酵素および代謝系酵素、腫瘍組織中のエストロゲン濃度測定やエストロ
ゲン誘導遺伝子についての詳細な検討は本研究が初めてである。 
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  Ⅲ 研究目的 
 
ILC と IDC を比較するにあたって、ILC の多くを占める Luminal A-like に着
目し、Luminal A-like ILCと Luminal A-like IDCにて、そのエストロゲン合成
系酵素、代謝系酵素および局所のエストロゲン濃度を測定することを研究１の
目的とした。さらにエストロゲン誘導遺伝子群に関しても比較解析を行うこと
を研究 2の目的とした。 
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Ⅳ 研究方法 
 
研究 1-1：エストロゲン合成系酵素、代謝系酵素の免疫組織学的手法による検討 
 
対象 1-1 
2001年 1月から 2010年 12月に東北大学病院乳腺内分泌外科、東北公済病院、
博愛会相良病院において手術された乳癌症例のうち、ILCと診断された全 188例
(東北大学病院乳腺内分泌外科 47例、東北公済病院 83例、博愛会相良病院全 58
例)について ER, PgR, HER2 ,Ki-67の免疫組織染色を行い、4種類の乳癌サブタ
イプに分類し、Luminal A-likeとされた 164例を本研究の対象として用いた。
コントロール群としては東北大学病院乳腺内分泌外科にて手術を施行し、
Luminal A-like IDCと診断された 58例を対象とした（表 1）。乳癌サブタイプ
の分類は 2013年のザンクトガレン国際会議で策定された定義に基づいた(28) 
(表 2)。TMN分類にてステージ 0、4症例および術前化学療法、ホルモン療法、
放射線治療を行った症例は省いた。また、ILC、IDCの診断は乳癌取扱い規約第
17版に基づいて行った。 
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方法 1-1：免疫組織化学染色の方法と評価法 
  癌を含む部位の組織検体を 10%ホルマリンにて固定し、パラフィン包埋ブロ
ックを厚さ 4μmに薄切し、これらの標本について Hematoxyline & Eosin染色
およびストレプトアビジン・ビオチン法にて免疫組織化学染色を行った。免疫
組織化学染色での 1次抗体の希釈倍率と免疫賦活条件を表 2に示す。組織切片
を脱パラフィン後、3.0%過酸化水素を含むメタノールに 10分室温で浸し、内因
性ペルオキシダーゼ活性を阻止した。免疫賦活処理を行った後、
phosphate-buffered saline (PBS)で 5分間 3回の洗浄を行い、マウスモノクロ
ーナル抗体に関しては正常ウサギ血清に、ウサギモノクローナル抗体に関して
は正常ヤギ血清に 30分室温で浸し、非特異的抗体阻止を行った。それぞれの 1
次抗体に 4℃で一晩対応させた。翌日 PBSで 5分間 3回の洗浄を行い、マウスモ
ノクローナル抗体に関してはビオチン標識抗マウス抗体を、ウサギモノクロー
ナル抗体に関してはビオチン標識抗ウサギ抗体（いずれも Nichirei Biosciences 
Inc,Japan）を 2次抗体として 30分室温で反応させた。続けて同様の PBS洗浄
の後、ペルオキシダーゼ標識ストレプトアビジン（Nichirei Biosciences Inc.）
に 30分室温で反応させた。さらに同様の PBS洗浄後 3,3'-diaminobenzidine 
(DAB) solution (0.001M DAB、0.05M Tris-HCl Buffer, pH7.6、0.006% hydrogen 
peroxidase)で発色し、ヘマトキシリンによる核染、エタノール脱水処理、キシ
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レン透徹、封入を行った。 
 組織学的評価は the Union for International Cancer Controlの TNM 
classification of malignant tumours 第 7 版に基づいて行った。免疫組織化学
染色の評価について、ER,PR,Ki-67に関しては、腫瘍細胞の核の陽性率を、
STS,EST,17βHSD1,17βHSD2,aromatase 関しては細胞質の陽性率を、HER2に関
しては腫瘍組織における細胞膜の染色強度を評価した。ER ,PR については
ASCO/CAP guideline (50)を用い、 HER2に関しては HER2検査ガイドラインに
則り score 0-3を計測した(51)。各抗体のカットオフ値を過去の文献に基づい
て Ki-67＜14％,EST＜25％,STS＜25％,17βHSD-1＜10％,17βHSD-2＜10％ and 
aromatase LI ＜10％と定めた (52-54) (55, 56) (57-59)。 
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研究 1-2：高速液体クロマトグラフ 2重収束型質量分析計(Liquid 
chromatography/electrospray tandem mass spectrometry LC-MS/MS)を用いた
腫瘍組織における Estradiol(E2), Estrone(E1)の微量測定 
 
対象および方法 1-2  
博愛会相良病院 Luminal A-like ILCの凍結標本 5例(摘出後一時間以内に凍
結されたもの)を用いて腫瘍部位のエストロゲン濃度(E1,E2)について測定を行
った。腫瘍組織を溶解したのちに Cadenza CD-C18 column (3 × 150 mm, 3.5 mm, 
Imtakt, Kyoto, Japan)に通してイオン化し、液体クロマトグラフィー装置 LC
（(Agilent 1100, Agilent Technologies, Waldbronn, Germany）にて窒素ガス
とともにイオン化室にスプレーし、液体クロマトグラフを行った。次に接続し
た API 4000 triple-stage quadrupole mass spectrometer (Applied Biosystems, 
Ontario, Canada)にて定量した。定量限界検出感度は E1では 0.05pg/assayで、 
E2で 0.03 pg/assayであった。 測定は ASKA Pharma Medical Co. Ltd (Kawasaki, 
Japan)にて行った。Case control studyとして症例はすべて閉経後症例であり、
年齢の中央値は luminal A –like ILCで 66歳、luminal A-like IDCにて 64歳
であった。ER,PgR,HER2 受容体、Ki-67 に関して、いずれも有意差はなかった。
TMN分類にてステージ 0、4症例および術前化学療法、ホルモン療法、放射線治
療を行った症例は省いた。 
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研究 2-1：Luminal A-like ILC と Luminal A-like IDCのエストロゲン 
誘導遺伝子群の SuperArray 解析および定量的 PCRarrey解析 
 
対象 2-1  
 2001年 4月から 2010年 3月に東北大学病院乳腺内分泌外科で手術を施行され
た ILC Luminal A-like type 5例、IDC Luminal A-like type 5例の凍結標本(摘
出後一時間以内に凍結されたもの)を対象とした。Case control study として症
例はすべて閉経後症例であり、年齢の中央値は luminal A –like ILCにて 61歳、
luminal A-like IDCにて 60歳であった。ER,PgR,HER2受容体、Ki-67に関して、
いずれも有意差はなかった。TMN分類にてステージ 0、4症例および術前化学療
法、ホルモン療法、放射線治療を行った症例は省いた。 
 
方法 2-1  Laser capture microdissection and SuperArray 解析 
凍結標本を Tissue-Tek optimal cutting temperature compound (Sakura 
Finetechnical Co., Tokyo, Japan)包埋し、クリオスタットミクロトーム
(MICROM® GmbH HM550VP:ZEISS, Oberkochen, Germany) で 8μmの切片を作製し
トルイジンブルー染色を施行した。Laser capture microdissection(LCM)は MMI 
Cellcut (Molecular Machines and Industries, Flughofstrase, Glattbrugg, 
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Switzerland)にて行い、それぞれの癌細胞を採取した。RNeasy Micro Kit 
(QIAGEN)による RNA抽出を行った。cDNAの作製には RT²First strand kit 
(QIAGEN)を用いた。本研究では RT²Profile PCR Array：Human Estrogen Receptor 
signaling(QIAGEN)を用い、84のエストロゲン応答遺伝子の PCRを行った。PCR
には ABI7500 system (QIAGEN)を用いた。得られた結果をもとにクラスター解析
とスキャッタープロット解析を行った。両解析には SABiosciences website 
(http://www.sabiosciences.com/pcr/ arrayanalysis.php)を参照した。 
 
Real-time RT-PCR 
上記の対象症例を用いて、RT²Profile PCR arrayには含まれていなかった代表
的なエストロゲン応答遺伝子である COX7A2L,TRIM25,TFF1,FOXP1,GAS6について
も Light cycler(Roche)を用いた定量的 PCRを行った。 
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研究 2-2  
対象と方法 2-2 
mRNA発現が luminal A-like IDCと比較して ILCで有意に高かった forkhead box 
protein P1 (FOXP1)について、東北大学病院乳腺内分泌外科にて手術した
Luminal A-like ILC 47例、Luminal A-like IDC 58例について、免疫組織学的
手法を用いて検討を行った。検体の取扱い、免疫組織化学染色の方法は、前述
の研究 1と同様である。評価方法に関しては過去の研究より、FOXP1の核におけ
る染色細胞を Allred score systemにて評価し、Total score >3 ：陽性、<2 : 
陰性とした(60-63)。Case control studyとし、年齢、ER,PgR,HER2受容体、Ki-67 
LI、核グレード、リンパ管侵襲(ly)、静脈浸潤(v)、リンパ節転移(pN)、stage
に関しては明らかな有意差を認めなかった。TMN分類にてステージ 0、4症例お
よび術前化学療法、ホルモン療法、放射線治療を行った症例は省いた。 
 
統計 
統計解析はJMP Pro Version 10.0 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) を
用いて行った。2群間の連続変数データの比較は、正規分布に従い等分散を示す
ものはStudentのt検定を、正規分布に従わないものはMann-Whitney U検定にて
行った。カテゴリ-データに関しては、Pearsonのχ2 検定、Fisherの正確検定、
Mann-Whitney U 検定 を適時用いた。以上の解析はすべてp値が 0.05未満を統
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計学的に有意と判断した。 
 
倫理面への配慮と利益相反の有無 
本研究にあたってはヘルシンキ宣言―ヒトを対象とする医学研究の倫理的原
則を遵守し、全症例において術前に文書で患者の同意を得ている。また、全て
の検体の使用・研究に関しては、東北大学医学系研究科倫理委員会の承認を得
ている（受付番号：2009-107)。本研究について開示すべき利益相反事項はない。 
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 Ⅴ 研究結果 
 
1-1 浸潤性小葉癌の乳癌サブタイプ分類および臨床病理学的因子について 
ILC188例を用いER,PR,HER2,Ki-67について免疫組織学的手法を用いて測定評
価し、2013 年のザンクトガレン国際会議の乳癌サブタイプ分類に基づき行った
(表 1)。その結果 Luminal A-like は 164例、Luminal B-like は 13例、Basal like
は 11例となり、HER2 positiveは 0例であった（表 2）。本研究は Luminal A-like 
ILC 164例を対象とし、コントロール群は luminal A-like IDC 58 例とし、2群
間において年齢、最大浸潤径(mm, pT)、リンパ節転移(pN)、病理学的ステージ
(pStage)、リンパ管侵襲(ly)、静脈浸潤(v)、核グレード、Ki-67 Labeling index 
(LI)について比較検討したところ、年齢、核グレード、リンパ管侵襲(ly)、静
脈浸潤(v)、リンパ節転移(pN)、Ki-67 LIに関しては明らかな有意差を認めなか
った。一方で最大浸潤径(mm, pT)は Luminal A-like ILC 群で有意に大きく
(p=0.001, p<0.0001)、それに伴い病理学的ステージ(pStage) 
(p=0.0001)も高い結果であった(表 4)。 
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Luminal A-like ILC と Luminal A-like IDC のエストロゲン合成系酵素および
代謝系酵素の比較 
Luminal A-like ILC と Luminal A-like IDC についてエストロゲン合成系酵
素および代謝系酵素である STS,EST, 17βHSD-1,17βHSD-2,aromataseの免疫染
色を行い、免疫染色画像を図 2に、2群間の比較を図 3および表 5に示す。EST, 
17βHSD-2,aromatase においては、いずれも Luminal A-like ILC で有意に陽性
率が高かった(p<0.0001, p=0.0106, p=0.0172)。また、STS,17βHSD-1は Luminal 
A-like ILC で有意に陽性率が低かった(p=0.0022, p<0.0001)。Luminal A-like 
ILCでは E1sからの経路では合成系酵素の陽性率が低下しており、代謝系酵素の
陽性率が高かった。反対に androstenedioneの経路から E2を合成する aromatase
は luminal A-like ILCで陽性頻度が上昇していた。 
 
1-2 腫瘍局所のエストロゲン濃度について 
Luminal A-like ILC の凍結標本 5 例を用いて、腫瘍局所のエストロゲン濃度
(E1,E2)を測定した。当研究室にて過去に測定した Luminal A-like IDC8例の局
所のエストロゲン濃度と比較したところ、E1は Luminal A-like ILCで中央値が 
80.1pg/gと Luminal A-like IDC(181.4pg/g)に対して低い傾向を認め(p=0.0709)、
E2 においても Luminal A-like ILC で中央値が 15.5pg/g と Luminal A-like 
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IDC(165.5pg/g)に対して低い傾向であった(p=0.069）(図 4)。 
 
2-1 PCRアレイにおけるクラスター解析 
Luminal A-like ILC と IDC にてエストロゲン合成系酵素も代謝系酵素も陽性
率が全く異なり、また腫瘍組織中のエストロゲン濃度も低いことが判明した。
そこで解釈を深めるために、Luminal A-like ILCと Luminal A-like IDCの 2群
間において LCMを行い、PCRアレイで得られたデータに対してクラスター解析を
行うことで、エストロゲン誘導遺伝子群(84 個)の発現パターンの違いについて
検討した。その結果を図 5、図 6に示す。2群間にてエストロゲン応答遺伝子の
発 現 パ タ ー ン が 大 き く 異 な り 、 6 個 の 遺 伝 子 (NR0B1,THBS1,EGR3, 
NR2F6,WNT4,ESR1)を除くと Luminal A-like ILCにて概ねエストロゲン応答遺伝
子の発現が抑えられている結果となった(64-70)。さらにエストロゲン応答遺伝
子として注目されている遺伝子群(COX7A2L,TRIM25,TFF1,FOXP1,GAS6)について
2 群間で PCR 定量解析を行ったところ、FOXP1 の発現が Luminal A-like ILC に
て有意に高かった(図 7）(60, 61, 63, 71-75)。 
 
2-2 免疫染色による FOXP1 蛋白の発現の比較 
FOXP1遺伝子の発現が Luminal A-like ILCにて有意に高かったため、luminal 
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A-like ILC と IDC でも FOXP1 蛋白について免疫組織学的手法を用いて比較を行
った。対象は研究 1より、東北大学病院乳腺内分泌外科手術症例(Luminal A-like 
ILC 47 例、Luminal A-like IDC 58例)を用いて行い、免疫染色画像を図 8-1に
示す。Luminal A-like ILC の FOXP1 陽性率は 83％（39/47 例）で IDC と比べて
FOXP1の陽性率は有意に高かった(p<0.002)（図 8-2）。 
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VI．考察 
 
 
1-1 浸潤性小葉癌(Invasive lobular carcinoma ;ILC)の乳癌サブタイプ分類 
我々の検討では、全 ILC188 例の乳癌サブタイプの内訳は Luminal A-like が
87％（164/188例）と最も多く、Luminal B-like は 7％（13/188例）、Basal like
は 6％（11/188 例）で HER2 positive は 0％であった。Britta W. et al (76)
は Luminal A が 76％、Luminal Bが 12%、HER2-richが 6%で Basal likeが 6%と
しているが、症例数は 17 例と少数で、評価方もマイクロアレイによる
‘Intrinsic/UNC’組織分類を用いた検討である。臨床で実際に使われている免
疫組織学的手法を用いた我々の検討と、手法・症例数の点から結果が異なった
と考えられる。Nam BH.et al(77)は我々と同様に免疫染色を用いてサブタイプ
分類しており、Luminal A-like 1 例、Luminal B-like 1 例、HER2 positive お
よび Triple negative が 2 例と報告しているが、症例数が 6 例と少なく、さら
に最新のサブタイプ分類で重要な項目である Ki-67 は使用せずに簡易に分類し
ている。Lim ST.らも 528例の ILCをサブタイプ分類して、Luminal A-like 83.2%, 
Luminal B-like 4.7%,HER2 positive 1.3%,Triple negative 10.8%と報告して
いるが(49)、評価に当たって Ki-67 を使用しておらず、HER2 の測定も免疫染色
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にてscore 2+のものをFISH法にて検証することなく切り捨てている。Monica J.E.
は 124 例の ILC に関して我々と同様の手法にてサブタイプ分類しているが、
Luminal A-like ILCが 54％, Luminal B-like ILCが 33%と我々の結果と異なる
ものであった(78)。我々と同じ Ki-67の抗体を使用している Cha Y.らは Luminal 
A-like 75.4%, Luminal B-like 19.3%, HER2 positive 0.9%, Triple negative 
4.4%と報告している(79)。論文ごとに用いている基準や使用している抗体、評
価方法も異なるため、組織学的サブタイプの名称もそれぞれ異なっている。こ
れはサブタイプの定義がいまだ定まっていないことに起因しており、今後世界
的に統一された評価方法が必要とされている。 
 
1-2 Luminal A ILC と luminal A IDC での臨床病理学的比較 
 乳癌サブタイプをそろえた上で、臨床病理学的因子を比較した研究は過去に
報告がない。サブタイプを区別することなく ILC と IDC の病理学的因子を比較
した Hilda Wong の報告では ILC の最大浸潤径の中央値は 2.4cm で、IDC と比べ
有意に大きいという結果であった(80)。Sharma S.らも腫瘍径について報告して
おり、ILCが 24.4 mmであるのに対して、IDCは 16.1 mmとしている(p <0.01) (81)。
我々の研究でも ILC の最大浸潤径の中央値は 2.3cm であったが、サブタイプを
そろえた上でも Luminal A-like ILC は Luminal A-like IDC と比較して有意に
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大きいという同様の結果が得られた。 
核グレードや脈管侵襲に Luminal A-like ILC と Luminal A-like IDC で差は
なく、年齢、リンパ節転移に関しても有意差を認めなかった。最大浸潤径のみ
に差があり、ILC は比較的進行した段階で診断にいたる傾向があった。これは
ILCの増殖形態から IDCと比較して画像診断が困難でることが挙げられる。今後
新たな、例えば造影超音波検査やトモシンセンスなどの画像診断技術の進歩に
よって、これらの問題が解決されることが期待される。過去の研究では ILC と
IDC では病理学的因子に差があるという報告もあったが、乳癌サブタイプを
luminal A-like で一致させると ILC と IDC で病理学悪性度に大きな違いはない
という結果となり、このような研究報告は過去に認められず、初めてである。 
 
1-3  Luminal A-like ILC と Luminal A-like IDC におけるエストロゲン合成
代謝酵素の比較 
 本研究では免疫組織学的手法を用いて Luminal A-like ILC と Luminal A-like 
IDCのエストロゲン合成系酵素および代謝系酵素を比較した。過去に ILCのエス
トロゲン合成系酵素や代謝系酵素を報告した研究は Sasano H.による aromatase
と 17βHSD1に関する数例の症例報告と Yoda T.et al による 17βHSD2について
の報告およびMiksits M.による2例のSTSに関する報告だけである(35-37)。Yoda 
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T.によると ILC では 17βHSD2 の陽性率は 58%で、IDC の陽性率は約 30％と報告
している。これは我々の Luminal A-like ILC の 17βHSD2 の陽性率 57.5％、
Luminal A-like IDCの陽性率 27.6%と矛盾しない結果であった。本研究では E1s
から E2 が合成される経路では Luminal A-like ILC にてエストロゲン合成系酵
素(STS,17βHSD1)の陽性率が低く、エストロゲン代謝系酵素(EST,17βHSD2)の
陽性率は有意に高いという結果になった。しかしながらアンドロゲンから
aromatase を介してエストロゲンが合成される経路では、Luminal A-like ILC
で aromatase の陽性率が有意に高い結果であった。これは Luminal A-like ILC
においては、E1sからのエストロゲン合成は抑制され、その代償性にアロマター
ゼを介する経路ではエストロゲン合成が亢進しているという可能性が考えられ
た。 
これらの結果から Luminal A-like ILC と Luminal A-like IDC では局所のエ
ストゲン濃度が異なる可能性が考えられたので、実際に腫瘍組織中のエストロ
ゲン濃度(E1,E2)を測定したところ、Luminal A-like ILCで E1,E2が総じて低い
結果であった。Luminal A-like ILC ではアロマターゼ陽性率が高く、アンドロ
ゲンからのエストロゲン合成が亢進している可能性があるにも関わらず、実際
には aromatase陽性率がはるかに低い Luminal A-like IDCよりも局所のエスト
ロゲン濃度が低いという結果になった。この理由として、Luminal A-like ILC
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では aromatase により活性化されたエストロゲンが EST,17BHSD2 により代謝さ
れ、局所でのエストロゲン濃度が抑えられている可能性が示唆された。また E2
濃度は ILCの診断の根拠ともなっている接着因子である E-cadherinの発現と正
の相関があることがすでに報告されており、in vitroにおいて E2濃度が高い条
件では E-cadheirnの発現が抑制されることが、Oesterreich et al.により報告
されている(82)。今回 luminal A-like ILC 症例では E-cadherin は全例陽性で
あり、また luminal A-IDC と比べて、ILC にて E2 濃度が低い傾向を認めたこと
から、luminal A-like ILC においても、E-cadherin 陽性率と E2 濃度の間に相
関がある可能性が考えられた。 
過去に ILC について詳しくエストロゲン合成系酵素および代謝系酵素を調べ
た研究はなく、STS,17BHSD1 についての症例報告と、17βHSD2 に関する報告だ
けである。エストロゲン合成系、代謝系酵素(STS,EST,17βHSD1,17βHSD2 およ
び aromatase)について多数の ILC症例を用いて、組織学的サブタイプを luminal 
A-like に統一し、詳細にかつ包括的に IDC と比較検討した研究は本研究が初め
てであり、今後の ILC研究の礎になると考えられる。 
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2-1 Luminal A-like ILC と Luminal A-like IDCにおけるエストロゲン誘導遺
伝子の PCRアレイ解析 
Luminal A-like ILC と Luminal A-like IDC ではエストロゲン受容体の発現
状況が同じにも関わらず、エストロゲン合成系酵素、代謝系酵素の陽性率が全
く異なり、また局所のエストロゲン濃度も Luminal A-like ILCで抑えられてい
た。このことから、エストロゲン誘導遺伝子の発現にも違いがある可能性が考
えられた。そこで Luminal A-like ILC と Luminal A-like IDC においてエスト
ロゲン誘導遺伝子群の PCR 解析を行ったところ、両組織型間で遺伝子発現傾向
が異なり、数個の遺伝子を除いて、概ねエストロゲン誘導遺伝子群の発現は
Luminal A-like ILCで低い結果であった。また luminal A-like ILCにて高い傾
向を認めた 6 個の遺伝子に関しても、NROB1,THBS1,EGR3 は遺伝子の発現強度が
低く、NR2F6,WNT4,ESR1については回帰直線からの外れ値が小さく、サンプル特
異性を認めなかったため、いずれも luminal A-like ILCにて有意に高いとは言
えないと判断した。したがって、PCRアレイの結果からはエストロゲン関連遺伝
子の発現プロファイルのみに着目した。 
さらにエストロゲン誘導遺伝子として重要であるとされている遺伝子群(60, 
61, 63, 71-75)について PCR解析を行ったところ、Luminal A-like ILCで Luminal 
A-like IDC よりFOXP1が有意に高値であった。免疫染色の結果もLuminal A-like 
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ILCで FOXP1の陽性率が有意に高い結果となった。 
FOXP1は Forkheadドメインを有する転写調節因子群(FOXファミリー：少なく
とも 43 種類報告されている FOXA1, FOXO1, FOXP など)の一つで、Myatt SS.ら
によると FOXファミリー遺伝子は先天的疾患、糖尿病、発癌 などに関与してい
るとしている(83) 。乳癌ではエストロゲンの誘導遺伝子であるとともに、腫瘍
増殖を抑える働きがあることが知られている(84) (85)。Koon HB.らは FOXP1の
欠損は乳癌の予後増悪因子である報告している(86)。 また Shigekawa et al.
も、 FOXP1の核における発現は、ERα,PgRと相関し、タモキシフェン治療患者
において FOXP1陽性症例はより長い無再発生存期間と正の相関を示し、FOXP1は
乳癌のタモキシフェン治療効果予測因子として有用であると報告している
(60) 。今回我々の行ったPCR解析や免疫染色の結果からFOXP1はLuminal A-like 
IDC と比べ、Luminal A-like ILC で強く働くエストロゲンシグナルである可能
性が考えられた。また ER の発現状況が同じである Luminal A-like ILC と
Luminal A-like IDCで比較して,エストロゲン合成系酵素である aromataseの陽
性率が高いにも関わらず、EST,17βHSD2 の影響で実際の局所のエストロゲン濃
度は抑えられている可能性を得た。Luminal A-like ILC のような低濃度のエス
トロゲン環境で高い発現をする FOXP1 のエストロゲン誘導を抑制するには、ER
そのものを抑制し、かつ FOXP1 と予後再発との相関が知られているタモキシフ
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ェンが効果的である可能性が考えられる。 
現在、閉経後のホルモン受容体陽性の Luminal 乳癌患者に対する治療は IDC、
ILCを問わず、アロマターゼ阻害剤が第一選択である。BIG1-98による大規模な
閉経後ホルモン受容体陽性乳癌患者に対する抗エストロゲン剤であるタモキシ
フェンとアロマターゼ阻害剤であるレトロゾールの臨床試験では IDC に比べ、
ILCでアロマターゼ阻害剤の方が予後再発の抑制効果があるとしている。しかし
これはサブタイプ別の比較を行っておらず、IDCに 45％、ILCにも 22％の Luminal 
B-like が混じた試験となっている(24)。また同様のタモキシフェンとアロマタ
ーゼ阻害剤であるアナストロゾールを用いた ABCSG-8試験でも、Luminal A-like
と B-likeを混じたグループでは、ILCでアロマターゼ阻害剤に予後再発の抑制
効果があるとしている。しかし同じサブタイプである Luminal A-likeで ILCと
IDC で比較をおこなった解析では、Luminal A-like IDC ではタモキシフェンに
比べアロマターゼ阻害剤により予後再発率が改善しているが、Luminal A-like 
ILC ではタモキシフェンとアロマターゼ阻害剤の治療効果に差を認めていない
(87)。これらの結果からも、ILC 特に Luminal A-like は治療の第一選択として
アロマターゼ阻害剤だけでなく、タモキシフェンやフルベストラントなどの抗
エストロゲン剤を選択できる可能性がある。またその中でも FOXP1 陽性の
Luminal A-like ILC 患者ではタモキシフェンを積極的に選択することも考えら
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れる。閉経後のホルモン受容体陽性乳癌患者に対しては、現在画一的にアロマ
ターゼ阻害剤が第一選択として用いられているが、本研究の結果から、組織型・
乳癌サブタイプを考慮したうえでホルモン療法剤を使い分けられる可能性があ
り、ホルモン受容体陽性乳癌の個別化治療の発展が今後期待される。 
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VII．結論 
 
以上の結果から ILC、その中でも大半を占める Luminal A-like ILC は同じサ
ブタイプの Luminal A-like IDCと比較して、そのエストロゲン合成代謝酵素の
発現が異なり、局所エストロゲン濃度が低値であった。またエストロゲン誘導
遺伝子に関しても発現傾向が異なり、予後に関連するといわれている FOXP1 の
発現が亢進していた。以上から、Luminal A-like ILC では閉経後のホルモン治
療に抗エストロゲン剤を選択できる可能性が考えられた。今後 ILC と IDC に対
して、同一組織学的サブタイプでの大規模臨床試験が必要になると考える。 
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図と表 
 
 
表 1：浸潤性小葉癌のサブタイプ分類 
 
浸潤性小葉癌を ER,PR,HER2,Ki-67 を用いて、組織学的サブタイプに分けた。
Luminal A-like ILC が 87.2％とその大半を占め、Luminal B-like,basal like
が 1 割弱程度で、HER2 rich は今回認めなかった。（IHC 法にて HER2 score 2+
を 1例認めたが、FISH法にて遺伝子増幅を認めなかった） 
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表 2：組織学的サブタイプ分類および基本的な治療方針 
 
 ER 陽性かつ ki67 の低値かつ HER2 陰性であれば luminal A-like とし、Ki67
が高値または PgR 陰性または HER2 陽性であれば luminal B-like とする。ER 陰
性で、HER2 陽性であれば HER2 positive、ER,PgR,HER2 がすべて陰性であれば
Basal like としている。Luminal A の術後補助療法はホルモン治療が主体とな
る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
組織学的サブタイプ 条件 基本的な治療方針 
Luminal A-like ER and PgR陽性 
HER2陰性、Ki-67<14% 
基本的にホルモン剤 
Luminal B-like ER and/or PgR陽性 
HER2陰性、
Ki-67≧14% 
または 
ER and/or PgR 陽性  
HER2陽性 
ホルモン剤 
化学療法 
HER2 positive ER and/or PgR 陽性 
HER2陽性 
ホルモン剤 
化学療法 
抗 HER2療法 
Basal-like Triple negative 
ER and/or PgR 陰性 
HER2陰性 
化学療法のみ 
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表 3：1次抗体の希釈倍率と免疫賦活条件 
 
抗体 クローン 抗体入手先 希釈倍率 抗原賦活 
ER SP1 Roche Diagnosics 
Japan  
1：50 AC(pH6) 
PR １E2 Roche Diagnosics 
Japan 
1：50 AC(pH6) 
HER-2 K520421 Hercep test 
Dako 
1：100 AC(pH6) 
Ki-67 MIB-1 Dako 1:50 AC(pH6) 
STS KM1049 Cell Signaling Inc. 1:9000 None 
17βHSD1 Rabbit 
polyclonal  
antibody 
Abnova and 
Proteintech 
1:800 None 
EST PV-P2237 Medical Biological 
Laboratory 
1:1500 MW 
17βHSD2 mAb-C2–12 Abnova and 
Proteintech 
1:800 None 
aromatase Rabbit 
monolonal  
antibody 
Novartis 
Pharmaceuticals 
Japan 
1:50 AC(pH6) 
FOXP1 M4330 Spring Bioscience 1：100 None 
AC: autoclave in 0.01M クエン酸緩衝液buffer (pH6.0 or pH9.0),121oC, 5分 
MW: microwave in 0.01M クエン酸緩衝液 buffer (pH6.0),95oC, 1 
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表４ Luminal A-like ILC と luminal A-like IDC の臨床病理学的因子の比較 
 
 Luminal A-like ILC Luminal A-like IDC P value 
Χtest 
n 164 58  
Median age(range) 56(32-91) 54(37-89) P=0.5387 
median tumor size 24(2-65) 14(4-88) P=0.001 
T1                     77(47.0%) 52(89.7%)  
2 63(38.4%) 5(8.6%)  
3 19(11.6%) 1(1.7%) (T1/2,3)P<0.0001 
N0 102(62.2%) 46(79.3%)  
1 35(21.3%) 9(1.6%)  
2 14(8.5%) 2(3.4%)  
3 9(5.5%) 1(1.7%) (N0,1/2,3)P=0.1236 
Stage1 70(42.7%) 43(74.2%)  
2 68(41.4%) 10(17.2%)  
3 26(15.9%) 5(8.6%) (Stage1/2,3)P=0.0002 
Ly0 95(57.9%) 32(55.3%)  
1 47(28.7%) 18(31.0%)  
2 19(11.6%) 6(10.3%)  
3 3(1.8%) 2(3.4%) (Ly0,1/2,3)p=0.7847 
Vo 117(71.4%) 48(82.8%)  
1 35(21.3%) 9(12.5%)  
2 11(6.7%) 0(%)  
3 1(0.6%) 0(%) (V0,1/2,3)P=0.3795 
Nuclear grade1 112(68.3%) 25(43.1%)  
2 50(30.5%) 20(34.5%)  
3 50(30.5%) 13(22.4%) (N1,2/3)p=0.9612 
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表 5  Luminal A ILC と luminal A IDC のエストロゲン合成系、代謝系酵素 
の比較 
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図 1：エストロゲン合成代謝に関して 
エストロゲン受容体陽性乳癌では、血中の Estrone sulfate(E1s)が, 局所に
てエストロゲン合成酵素である STSにより、Estrone(E1)に変換される。さらに
17BHSD1により活性化エストロゲンである Estradiol(E2)に変換され、核内受容
体である ERに作用することで癌の増殖, 浸潤などの作用を示す。また活性化さ
れた Estradiol：E2 は 17BHSD2 や EST により代謝され不活化される。この経路
以外にも Androstendioneの経路からアロマターゼにより Estradiolに変換され
る経路がある。臨床の治療では, ER を直接抑制する抗エストロゲン剤と、アロ
マターゼ阻害剤による治療方法が既に確立されている。 
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ER:Estrogen receptor,AR:Androgen receptor 
STS: Steroid sulfatase, EST:Estrogen sulfotransferase 
17βHSD-1：17β-hydroxysteroid dehydrogenase type 1 
17βHSD-2：17β-hydroxysteroid dehydrogenase type 2 
DHEA:Dehydroepiandrosterone 
DHT: 5alpha-dihydrotestosterone 
SERM:Selective estrogen receptor modulator 
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図 2、免疫染色 
 
HE:Hematoxylin eosin      
ILC:Invasivelobular carcinoma,IDC:Invasive ductal carcinoma 
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図 3 luminal A-like ILC と luminal A-like IDCのエストロゲン合成系、 
代謝系酵素の比較 
 
エストロンサルフェート（E1s）からの経路でエストロゲンを合成する 
酵素である STS,17βHSD-1はいずれも luminal A-like IDCにて高く、luminal 
A-like ILCにて低い結果となった（p=0022、p<0.0001） 
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活性化された E2を代謝する酵素である EST,17BHSD-2はいずれも luminal A ILC
にて高値となった（p<0.0001,p=0.0106） 
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Androstenedioneの経路から E2へ活性化させる aromataseは luminal A-like ILC
にて有意高値となった（p=0.0172） 
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図 4 腫瘍組織中のエストロゲン濃度（E1,E2）の比較 
Luminal A-like ILCにて E1,E2濃度はともに低い傾向を認めた。 
 
腫瘍組織中の E1濃度(中央値) 
Luminal A-like ILC:80.1 pg/g, luminal A-like IDC:181.4 pg/g, p=0.0709   
 
腫瘍組織中の E2濃度(中央値) 
Luminal A-like ILC:15.5pg/g, luminal A-like IDC:165.5pg/g, p=0.069 
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図 5:Luminal A-like ILC と luminal A-like IDCにおけるエストロゲン 
誘導遺伝子の違い 
 
エストロゲン誘導遺伝子において、luminal A-like ILCと luminal A-like IDC
ではその発現傾向が異なった。NR0B1,THBS1,EGR3,NR2F6,WNT4,ESR1 を除くと、
luminal A-like ILCでは遺伝子発現が抑制されている傾向を認めた。 
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図 6:84個のエストロゲン誘導遺伝子群の PCRアレイ解析による遺伝子の発現量
の 比 を プ ロ ッ ト し た 散 布 図 で あ る 。 黒 色 で 印 し た
NR0B1,THBS1,EGR3,NR2F6,WNT4,ESR1を除くと、luminal A-like ILCではエスト
ロゲン誘導遺伝子発現が抑制されている傾向を認めた。 
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図 7：Real-time RT-PCR 
追加で行った定量的 PCR では、FOXP1 が luminal A-like ILC にて有意に高い結
果となった。 
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図 8-1：Luminal A-like ILC および IDC の FOXP1の免疫染色 
 
 
Luminal A-like ILCの HEおよび FOXP1免疫染色 
 
 
Luminal A-like IDC の HEおよび FOXP1免疫染色 
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図 8-2：FOXP1 についての免疫染色による比較 
 
免疫染色でも FOXP1は luminal A-like ILCにて有意に高値となった。 
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